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麦芽凝集素沉淀法检测骨碱性磷酸酶同工酶及应用 

王 华I，黎海芪 ，扬拐强 ，李缝斌 ，瞿 平 ，刘 琦0，胡 怡 

(1．重庆医科大学儿科学院儿保科；2儿科研究所；3．检验科 重庆 400014) 

【摘 耍l目的：应用麦芽凝集紊(WGA)沉淀法检测骨碱性礴酸酶同工酶(B—ALP)水平，并探索B—ALP与骨矿含量的相关 

性。方法：建立维生素D和钙缺乏所致的佝偻病动物模型，测定骨矿古量和血清钙、礴、25—0}Ⅱ 、总碱性礴酸酶(T—ALP) 

水平；采用WGA沉淀法检测不伺生长阶段大鼠血清中的B—ALP活性。蛄果：血清B—ALP在佝偻病组明显升高．且出现时 

间较T—ALP早；B—ALP与何期骨矿含量呈显著负相关。蛄静：血清B—ALP活性是反映成骨细胞功能更为敬感和可菲的 

指标。 
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Quantification of bone alkaline phosphatase in serum by 

wheat—germ Iectin precipitation 

W：4h GHua．etat 

(Department ChiId Health Care，Co]hge Pediatrics．a哪 qing MedlcaI University) 

fAbstract】 Objective：To determine the seruna levels of bone alkaline phosphatase(B—ALP)by means of 

wheat—germ 1ectln precipitation and explore correlation between B—ALP and bone ha；neFs．I content．Methods： 

The animal model wlth calcium and vitamin D deficient riekets were established．Serum 1evels of calciurn，phos— 

phorus，25—0佃 3．total and bone indi rentgroWth phaseweJre assayed．Results：Bone activity 

was significantly increased in rickets group and this increase oecurred earlier than that of the total ALP．There 

was asignificant negativeeo=elation b et1 reenboneALP andbone mineral eonten
,

t．Cenelus／on：Serum bone AI 

activity is a sensitive and teliable index in measuring osteoblastic activity． 

fKey wordsl Alkaline Phosphatase；Imenzyra~；Bone mineral~xmtent；R{ekets 

血清总碱性磷酸酶水平是临床上佝偻病及其它 

骨骼疾病诊断和判断治疗救果的常用生化指标。但 

在血清中存在肝、骨、肾、小肠和胎盘五种形式的同 

工酶，因此。血清总ALP检测缺乏特异性。循环中 

的ALP以骨和肝ALP为主，它们由同一基因编码， 

只是转录后糖基俺链的修饰不同，因而很难将它们 

区分开来 J。B—ALP由成骨细胞所分泌．与骨代 

谢密切相关，定量测定血清中B—ALP含量不仅能 

反映成骨细胞的功能状态，而且也有助于疾病的诊 

断和疗救监测。为此．我们采用麦芽凝集素(wheat 

—germ agglutinin)沉淀法观察了钙和Vi由 缺乏所 

怍者彳r绍：王 毕(1963一 )．耳，lj教授．博士，四川人，主要研充方 

向：儿童膏藉生长发育置调控机制。 

引起的佝偻病动物模型血清中的B—ALP水平。 

材料和方法 

1．1 动转模型的建立 

佝倭瘸动骑 型按车宣建立的方法进行 】．墨口21～23 

日龄Wistar新乳雄鼠3O只，平均体重67．1 随机分为两 

组。A组为正常组t饲料古钙 0 5％．ⅥtD 2000[UA,．g)}B 

组，佝倭病组(饲料古钙o．1％，不古ⅥtD) 两组动暂分别 

饲养于塑料笼中，以A组每日摄人量为标准，控制B组进食 

量与A组—致。自由饿去离子水，其中B组采用避光喂养。 

实验周期为42日(6周)，雨组分男喑于实验开始、3周、6周各 

处死 1／3幼鼠，血标奉用于检测钙、磷、25一O}Ⅱ 、T一,aLP 

及B—ALP水平。右胫骨用于测定骨矿含量。 

1．2 实验指标覆方涪 
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1．2 1 血清总钙、离子钙、血磷测定 常规生化法。 

1．2．2 血25一O峨 测定 I"PLC法。色谱条件：流动相： 

甲醇／水；84／16，流速：1．0n'd／rain，紫外捡测波长：254ran。 

1_2-3 总藏性碑蠢酶测定：T—ALP活性测定采用酶动力 

学方法，试剂盘翦宜上簿长征公司，底暂为对一硝基本苯磷 

酸，曩冲藏为 Tris一磺麓盐疑I中藏． 删 】蹄冒2O00(巷国 

n )鱼动生化分折仪上检测。 

1．2．4 骨稿性礴黼 同工酶舞定 参照Behr等口J介绍的 

方i軎进行。样本血清 100 加入 1O 浓度为 2og／L的Tri． 

自m X一100．37℃舞l膏30ram，经琢赴理后的血清再与维度为 

5札 的WGA( 公司)100#{昆台．37"C孵育 30rain， 

姗 ×gl离心10min，一定上清中的ALP活性。 

缔果诗葬：B—Al =T—ALP～2．1×上iII ALP。 

1 2．5 热去孺寓验 3份孕妇血清各500~d置65℃中水潜 

5mm,检捆其水搭前后 T—ALP水平并再用WGA沉淀法检 

测其水搭后 B—ALP活性 

1．2 6 准确度和重复性实验 取同一血清反复用WGA沉 

淀法测定其 B—ALP五次，计算CV值。脐血 5份(取 自车 

校第二临床学院产科病房腰产或剖宫产新生儿)，制定其 T 
— ALP及 B—ALP水平。 

1．2 7 骨矿音量测定 动物处死后，剥离右侧胫骨，经烤箱 

烘干．己境、乙醚脱目 ，然后置于舅0"C的马壶炉中消化 36h。 

收集量灰并称重。 

1．2．8 统计掌处理 采用SPSS8．0统计软件包．实验数据 

均敦闻的比较用 r檀验．相关分析用直线回归，a=0．05。 

2 结 

2．1．WGA沉淀法的准确度和重复性 孕妇血清 

经热失活处理使其肝ALP和B—ALP失活，此时血 

清中存在的 ALP主要为胎盘AI 。再经WGA沉 

淀，其B-ALP值为0．3--k0．44u／L，说明WGA法 

几乎不沉淀胎盘来源的ALP，显示出较高的特异 

性。为了解wGA法沉淀骨ALP的程度及准确性， 

我们同时溯定了5例脐血标本中的T—ALP及 B— 

ALP水平．因为脐血中一般只含有一种 ALP同工 

酶，即B—ALp[3 J。结果脐血中T—ALP的水平为 

U3～142U／L，经wGA沉淀后．B—ALP的沉淀 

率达95．296±4．2％(表1)。同一血清标本重复检 

测B—ALP五次，结果为334．62±12．44(U／L)，其 

批内CV为 3．72％。 

囊l 孕妇直清捧失活鸯睡墨暗囊B—ALP沉淀培暴 

囊2 鲁坦血生化改变 

与A组相比。P<0．05；一_P 0．01 

2．2 膏代谢异常动物血生化的改变 实验开始， 

两组闻血生化值无差异。而实验3周后，佝接病组 

大鼠血清钙、磷 25一O蛐 均出现了不同程度的变 

化(表 2)。血清总钙、离子钙、25一O岫  水平显著 

降低(Pq0．01)．尤其以离子钙随实验期的延长呈 

进行性下降。血磷在实验中期和末期与正常组相 

也明显降低(P<0．O5)，说明实验组伴有继发性甲 

状旁腺功能亢进的表现。 

2．3 T—ALP、B—ALP活性厦与骨矿含量的相关 

性 与匕述生化指标相似，两组T—ALP、B—ALP 

和骨矿古量基础值无明显差异。虽然实验组骨矿古 

量在中期就已显著下降，但此时血清T—ALP仅略 

有上升，无统计学意义，直到来期才显著升高。而B 
—

ALP活性在中期即明显上升，到了实验柬期更加 

显著(表3)，表明B_ALP在反映佝偻病骨骼代谢 

及病理改变上较T—ALP更为教感。实验中、末期 

B—ALP水平与同期骨矿含量呈显著的负相关(r= 
一 0．588及一0 939，P<0．05及 0．01)。 
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A组 3 嚆±I2s．舀 拢 ．29~75鹞 0懈 ±0 007 碰 ．舯：蛳 懿 2坫 ±21．怖 0．126=0 懈  381惦±钟．40 巧1．盼±54．o5 0 224±0懈  

B组 346．7B±75． 195．52-'61 D6 0．057±0 02】 7n．0B：141 85 了79 95±见仍’ 0 0 ±0啦一 瑚 邮±眦 ¨ 搬 砒 帅5】̈ 0．邺±O， Ir‘ 

与 A组相比 P<O．05；一 P<0 01 

3 讨 论 

碱性磷酸酶是一种糖蛋白，由至少四个基因位 

点编码．检测其血清中的水平一直被广泛用于骨骼、 

肝脏等疾病的诊断种疗效监测。由于血清中存在五 

种形式的同工酶，尤其是肝和骨碱性磷酸酶在结构 

上极其相似，因此，血清总碱性磷酸酶水平的检测缺 

乏特异性，且不能指示病因。至今尚无满意的区分 

这几种同工酶的技术方法。传统的热失活法其检测 

结果准确度差。且易受干扰；电泳法虽能区分肠、胎 

盘来源的同工酶，但骨和肝同工酶的电泳条带重叠． 

不易准确定量；放射性免疫分析法中．骨和肝同工酶 

之间存在交叉反应L 。1984年．Rosalki等L 首次 

报道了用麦芽凝集素沉淀法检测骨碱性酸酶同工 

酶．并由~,LIr等‘3J加以改进，它利用WGA与骨特 

异性碱性酸酶上的N一-乙酰葡萄糖胺和N一乙酰甘 

露糖胺丙酮酸结合丽将其沉淀下来。现已得到广泛 

采用。 

在佝偻病时，长骨干骺端钙化受阻，大量骨样组 

织堆积，成骨细胞增生活跃，而B—ALP由成骨细胞 

所分泌，能及时反映成骨细胞的活性。本实验应用 

WGA沉淀法检测佝偻病动物模型血清中的B— 

ALP，结果在实验中期其水平就显著高于正常组，出 

现升高的时间早于 T—ALP，且与同期的骨矿含量 

呈负相关。因此 测定血清中的B—ALP活性，有助 

于佝偻病的早期诊断。 

目前。常用于反映骨形成率的指标有骨钙素和 

B—ALP。测定血清中的 B—ALP具有如下的优 

点L6J：①B—ALP半衰期相对较长。昼夜节律变化较 

小，而骨钙紊每天的变化高达 30％。②B—ALP能 

有效地反映骨形成率。③B—ALP的活性能经受长 

时间冻存和反复冻融。以往在骨质疏松症的诊断和 

疗效监测中。依赣骨密度的测定。但骨密度的变化很 

慢。因此。B—ALP的检测为临床提供了一种早期诊 

断和判断疗效的指标 Crofton等L7 J对生长迟缓儿 

童的身高与B—ALP活性的关系进行了纵向研究， 

结果发现血清 B—ALP活性与儿童身高的增长速度 

密切相关。因而B—ALP还可用于儿童的生长监测。 

总之。血清 B—ALP比总ALP更为敏感地反映 

疾病中骨的代谢、成骨细胞功能状况及治疗效果。而 

WGA沉淀法的操作简便、特异性和灵敏度较好，适 

用于常规实验室的应用和推广。 
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